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-新規 siRNA 送達脂質ナノキャリアの開発と 3Dプリンターを用いた錠剤の調製- 


















１．siRNA 送達キャリアとして有用な新規ヒアルロン酸被覆型脂質ナノ粒子の開発と siRNA 粉末
吸入製剤への応用 
２. 熱溶融積層方式 3D プリンターを用いた錠剤の調製とプリンター条件が錠剤の成形性に与え
る影響 
 
１． siRNA 送達キャリアとして有用な新規ヒアルロン酸被覆型脂質ナノ粒子の開発と siRNA 粉末
吸入製剤への応用 























た。また、HA は多くのがん細胞に過剰に発現している CD44 のリガンドであるため、LPD の HA 被
覆により、CD44 を介した癌細胞への選択的送達が期待できる。加えて、親水性高分子である HA



















 リポソームは、脂質である DOTAP/DOPE を 1/1（モル比）で用いて薄膜水和法により作製した。
水和には 5%マンニトール等張溶液を用いた。リポソームのサイズ調整はエクストリューダーによ
Fig. 1 LPD 及び LPDH の作製方法 
Fig. 2 作製した粒子の TEM 画像 
り行い、粒子径 110 nm 程度のリポソーム溶液を得た。
siRNA （ODN）溶液、ウシ胸腺 DNA 溶液を混合し、プロタ
ミン溶液を加えることで siRNA（ODN）/DNA/プロタミン複
合体を作製し、これにリポソーム溶液を加えて激しく混和
することで LPD を作製した。さらに、LPD に適当量の HA溶
液を加えて混ぜ、静置することで LPDH とした。（Fig. 1）
比較対象として LPDに PEG を修飾した LPD-PEG もポストイ
ンサーション法により同様に作製した。動的光散乱法（DLS）
により、作製した粒子の粒子径および表面電荷を測定した
ところ、LPD の粒子径は約 140 nm、表面電荷 50 mV 程度、
LPDH は粒子径約 200 nm、表面電荷は添加量の増大に応じ
てプラスからマイナスに転化していくことが分かった。以
降、LPD（正電荷、粒子径 約 140 nm）と二種類の表面電荷の異なる LPDH（LPDH1（HA/DOTAP=1x10-4、
正電荷、粒子径 約 200 nm）、LPDH5（HA/DOTAP =5x10-4、負電荷、粒子径 約 220 nm））を用いて検
討を行った。これらの粒子を透過型顕微鏡（TEM）で確認したところ、Fig. 2 のような画像が得





細胞を実験内容に応じて、96 穴および 24 穴プレートに播種し、24時間前培養した後、LPD、LPDH
および LPD-PEG を添加し、目的に応じて細胞培養を行った。その後細胞を回収し、各実験 （細胞
毒性試験、siRNA の細胞内取り込み量の測定（蛍光ラベルしたリポソーム・siRNA を用いた）、遺
伝子サイレンシング効果の検討（ルシフェラーゼに対する siRNA を用いた））を行った。siRNA の
細胞内取り込みを検討したところ、LPD が他の LPDH と比較して最も顕著に細胞内に取り込まれて
いることが分かった。毒性試験およびマウス赤血球を用いた溶血試験を行ったところ、LPD と比
較して LPDH では毒性の軽減がみられた。この結果は LPD-PEG でも同様に得られた。次に内封 siRNA








vitro評価から LPDHの siRNA デリバリーキャリアと
しての有用性が示された。 
 
Fig. 3 LPD/MAN 及び LPDH/MAN の作製方法 









































×500  100 µｍ ×200   20 µｍ 
LPD および LPDH の粉体微粒子化 
簡便に多孔性低密度粉末粒子を調製可能な噴霧凍結乾燥
法(spray freeze drying, SFD)により LPD および LPDH を
粉体化した。（Fig. 3）LPD 及び LPDH をマンニトールと添
加剤溶液に分散し、その分散液を経肺投与デバイス
(penn-century)を用いて液体窒素中へ噴霧した。その後凍
結乾燥を行い LPD/MAN および LPDH／MAN を得た。作製した
LPD/MAN 及び LPDH/MAN の粒子形状を走査型電子顕微鏡




LPD/MAN および LPDH／MAN の吸入特性評価 
 LPD/MAN 及び LPDH/MAN の空気動力学径の粒度分布をア
ンダーソンカスケードインパクター(ACI)を用いて測定し
た。得られた各ステージの回収量から、肺への送達効率の指標である Fine Particle 
Fraction(FPF:<4.7μm(stage3-7))を算出し、吸入特性を評価した。（Fig. 5）その結果、LPD/MAN、
LPDH/MAN ともに FPF は 10%程度と低く、肺への送達性が低いという結果になった。肺への送達性
を改善するための添加剤として、本研究では、噴霧凍結前にロイシンを添加した結果、両粒子と
も FPF が 40%前後となり吸入特性が改善することが示された。 
LPD/MAN および LPDH／MAN の製剤安定性評価 
 LPD/MAN 及び LPDH/MANを 5%マンニトール液に再分散して得
た LPD 及び LPDH の粒子径を DLS を用いて動的光散乱法により
測定することで製剤安定性を検討した。（Fig. 6）また、再分
散した LPD 及び LPDH の形状を透過型電子顕微鏡(TEM)で観察
し評価した。（Fig. 7）これらの結果から、LPD は凍結乾燥前
後での粒子径変化が大きく、SFD 法により LPD を粉体化するこ
とで粒子が不安定化してしまうことが示唆された。特にロイ
シン添加時にその変化は顕著にみられ、粒子径は噴霧凍結乾
Fig. 5 LPD/MAN 及び LPDH/MAN の吸入特性評価(ACI の結果) 
Fig. 4 LPD/MAN 及び LPDH/MAN の SEM 画像 
Fig. 6 LPD/MAN 及び LPDH/MAN の製













 LPD にヒアルロン酸被覆を施した LPDH は、LPD のもつ毒性を軽減しつつ内封 siRNA による遺伝
子サイレンシング効果を維持できることがわかり、LPD よりも LPDH の方が細胞毒性・安全性の面
で siRNA キャリアとして有用であることが示唆された。 






















Fig. 7 LPD/MAN 及び LPDH/MAN の製剤安定性評価（再分散 LPD 及び LPDH の TEM 画像） 
Fig. 8 3D プリンターによる PVA フィラメントを用いた錠剤の作製 
【実験結果および考察】 
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Fig. 9 Fill Density 変化による錠剤成型変化 
